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ANOVA  Analysis of Variance 
BSA   Bovines Serum Albumin 
Bzw.   beziehungsweise  
Cu- Zn- SOD  Kupfer- Zink- Superoxid Dismutase 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
E/A   E/A- Ration 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EF   Ejektionsfraktion  
FS   Fractional shortening 
GPx   Glutathion Peroxidase 
GSH   Glutathion 
GSSG   oxidiertes Glutathion 
H+   Wasserstoffion 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HCL   Chlorwasserstoff/ Salzsäure 
HCR   High Capacity Runners 
HER2   human epidermal growth factor receptor 2 
K2HPO4  Dikaliumhydrogenphosphat 
KCN   Kalium Cyanid 
KH2PO4   Kaliumdihydrogenphosphat 
LCR   Low Capacity Runners 
MAPK  Mitogen activated protein Kinase 
Mn- SOD  Mangan- Superoxid Dismutase 
MTP   Mikrotiterplatte 
NADP   oxidiertes Nicotin- Adenin- Dinucleotid 
NADPH  reduziertes Nicotin- Adenin- Dinucleotid 
NBT   Nitroblautetrazoliumchlorid  
NF- B   nuclear factor of activated B- cells 
O2
-   Superoxid Anion 
OH-   Hydroxylradikal 
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ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 
SD   Sprague Dawley 
SOD   Superoxid Dismutase 
TAC   Transversale Aortenkonstriktion 































Organismen, welche auf einen starken oxidativen Metabolismus angewiesen sind, benötigen anti-
oxidative Systeme zum Schutz ihrer zellulären Funktionen und Bestandteile vor oxidativem Stress. 
Bereits kleinste Schäden, bedingt durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), an Lipiden, Proteinen 
oder DNA können zu einer irreversiblen Beeinträchtigung von Stoffwechselwegen, Signaltrans-
duktion, DNA- Replikation und damit auch zur Entstehung von Krankheiten führen. Dadurch wird 
deutlich, wie essentiell der Schutz der Zelle und ihrer Makromoleküle durch antioxidative Systeme 
ist. Die wichtigsten und effizientesten Enzyme sind die Superoxid Dismutase (SOD), Katalase und 
die Glutathion Peroxidase (GPx). Sie haben den größten Anteil an der Elimination der im oxidati-
ven Metabolismus entstehenden ROS. Die Enzymaktivität kann bei höherem oxidativem Stress 
durch Steigerung der Genexpression erhöht werden. Ein Abfall oder Verlust der Funktion ist mit 
verschiedenen Erkrankungen, wie Myokardischämie und Arteriosklerose bei der SOD, Diabetes 
mellitus und chronische Granulomatosen bei der Katalase sowie Parkinson und Hepatitiden für die 
Glutathion Peroxidase, assoziiert.  
Das Herz zählt zu den Organen, welche besonders stark oxidativ aktiv sind. Um Untersuchungen 
der antioxidativen Aktivität in diesem Gewebe zu ermöglichen, wurden in dieser Arbeit photomet-
rische Messmethoden zur validen Detektion der Aktivitäten der SOD, Katalase und Glutathion 
Peroxidase etabliert. Anschließend sollten die Verfahren an Herzmuskelproben von Tieren mit 
unterschiedlicher genetischer Prädisposition zur körperlichen Leistungsfähigkeit angewandt wer-
den. Hier sollte untersucht werden, wie sich die veränderte intrinsische Ausdauerkapazität auf die 
antioxidativen Enzymaktivitäten in einer durch Drucküberlastung induzierten Herzinsuffizienz 
auswirkt. 
Ratten mit hoher (HCR) und niedriger (LCR) intrinsischer körperlicher Leistungsfähigkeit wurden 
einer Drucküberlastung unterzogen. In der 23. Woche wurden die Tiere getötet und die Herzen 
entnommen. Im Anschluss erfolgte die Detektion der antioxidativen Enzymaktivitäten mittels der 
zuvor etablierten Methoden. 
Vor der Anwendung der Verfahren zeigte ein Vergleich mit Werten aus der Literatur, dass die 
während der Etablierung gemessenen Aktivitäten publizierten Werten entsprachen. 
Im Herzmuskel zeigten LCR sowohl für die Katalase, als auch für die Gesamt SOD eine höhere 
Aktivität als HCR. Die Aktivität der Glutathion Peroxidase war dagegen in HCR höher als in LCR. 
Eine Herzinsuffizienz führte sowohl in HCR, als auch LCR zu einer höheren Katalase-, Glutathion 
Peroxidase und Gesamt SOD- Aktivität. Für die SOD war jedoch nicht erkennbar, welche Isoform 
diese Unterschiede bedingt.  
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Tiere mit unterschiedlicher genetischer Prädisposition für körperliche Leistungsfähigkeit unter-
scheiden sich in der Aktivität ihrer enzymatischen antioxidativen Systeme. Eine Veränderung der 
intrinsischen körperlichen Leistungsfähigkeit hat keinen Einfluss auf die Steigerung der antioxi-



























In zahlreichen Organismen existieren vielfältige Mechanismen zum Schutz ihrer Zellorganellen, 
Zellfunktion sowie Makromoleküle vor oxidativem Stress. Unter dem Begriff oxidativer Stress, 
versteht man den vermehrten Anfall reaktiver Sauerstoffspezies im Zuge eines Ungleichgewichts 
zwischen Entstehung und Elimination (Lee et al. 1998). Die Hauptvertreter der ROS sind das Su-
peroxid- Anion (O2
-), Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Hydroxylradikal (OH
-) (Schmidt et al. 
2007). Werden diese nicht ausreichend eliminiert, kann dies zur Beeinträchtigung von Stoffwech-
sel- und Signalwegen oder der Schädigung zellulärer Makromoleküle führen (Vogt et al. 1998). 
Am bedeutendsten für den Zellschutz ist dabei das enzymatische antioxidative Schutzsystem, wel-
ches von der Superoxid Dismutase (SOD), der Katalase, sowie der Glutathion Peroxidase (GPx) 
gebildet wird (Chow 1988). Diese Enzyme formen gemeinsam mit anderen nicht enzymatischen 
Antioxidantien, wie α- Tocopherol (Vitamin E), Ascorbinsäure (Vitamin C) sowie Glutathion 
(GSH), komplexe Reaktionskreisläufe (Mataix et al. 1998). Beispielsweise werden Superoxid- 




Abb. 1: Auszug aus dem antioxidativen Schutzsystem der Zelle nach Chow (1988)   
Superoxid- Anion (O2-), Wasserstoffperoxid (H2O2), Hydroxylradikal (OH-), Glutathion (GSH), oxidiertes 
Glutathion (GSSG), Sauerstoff (O2), Wasser (H2O). 
 
Die Umwandlung des Radikals in Wasserstoffperoxid erfolgt durch die SOD (McCord und Frido-
vich 1969). Im Anschluss daran stehen verschiedene Möglichkeiten für die Wasserstoffperoxid 
Elimination zur Verfügung. Ein Teil der Eliminierung erfolgt durch die Katalase in ein Molekül 
Wasser und Sauerstoff (Chance et al. 1979), sowie durch die Glutathion Peroxidase in zwei Mo-
leküle Wasser (Mills 1959). 
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Die Glutathion Peroxidase ist eher mit der Elimination von kleineren ROS Mengen assoziiert, 
wohingegen die Katalase bei einem stärkeren oxidativen Stress essentiell zu sein scheint (Yan und 
Harding 1997). Des Weiteren ist die Glutathion Peroxidase in der Lage, neben Wasserstoffperoxid, 
ebenfalls Lipidperoxide und andere Hydroperoxide zu eliminieren (Ding et al. 1998). 
Die Katalase zählt zu den effizientesten aktuell bekannten Enzymen, da sie nicht durch ihr Sub-
strat, Wasserstoffperoxid, saturiert werden kann (Lledias et al. 1998). Sie kommt nahezu in allen 
Geweben vor, wobei Unterschiede zwischen den Aktivitäten bestehen. Den höchsten Katalasean-
teil im menschlichen Organismus fand man in Leber- und Nierengewebe sowie Erythrozyten 
(Marklund et al. 1982). Bei Ratten und Mäusen hatten Erythrozyten den größten Anteil, gefolgt 
von Leber, Niere, Knochenmark und Herz (Aebi 1984). Obwohl entdeckt wurde, dass die Katalase 
nicht für alle Zelltypen lebensnotwendig ist, wurde ihr eine entscheidende Rolle bei der Adaptation 
von Zellen an oxidativen Stress zugesprochen (Hunt et al. 1998). Die katalysierte Reaktion zur 
Elimination von Wasserstoffperoxid ist entscheidend für den Schutz des Genoms und von Protei-
nen. Schriner et al. (2005) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass transgene Mäuse mit 
vermehrter humaner Katalase Expression in Peroxisomen, Mitochondrien, sowie dem Zellkern 
eine bis zu fünf Monate längere Lebensspanne sowie weniger kardiale Erkrankungen aufwiesen. 
Gleichermaßen wurde entdeckt, dass ein Katalasemangel in verschiedenen Geweben mit arterieller 
Hypertonie, Katarakt, chronischen Granulomatosen sowie Diabetes mellitus assoziiert ist (Yan 
und Harding 1997, Chang et al. 1998, Goth und Eaton 2000, Jiang et al. 2001).  
Obwohl die Superoxid Dismutase bereits seit mehreren Jahren bekannt war, erhielt sie ihren Na-
men erst 30 Jahre später, als die von ihr katalysierte Reaktion, nämlich die Dismutation des Su-
peroxid- Anions, entdeckt wurde (McCord und Fridovich 1969, Fridovich 1975). Die SOD kommt 
in allen Zellen und Geweben, welche auf einen aeroben Metabolismus angewiesen sind, vor 
(Westman und Marklund 1981). Zu den in Säugetieren aktuell bekannten Isoformen zählen die 
Kupfer- Zink- SOD (Cu- Zn), die Mangan- SOD (Mn) sowie die Extrazelluläre SOD (Weisiger 
und Fridovich 1973, Marklund 1982). Die beiden intrazellulären Typen des Enzyms sind in unter-
schiedlichen Zellkompartimenten zu finden. Die Cu- Zn- SOD ist im Zytosol eukaryotischer Zel-
len lokalisiert, die Mn- SOD in den Mitochondrien. Majima et al. (1998) fassten im Hinblick auf 
die SOD vielfältige Untersuchungsergebnisse zusammen. Sie beobachteten bei einem Mangel der 
Mn- SOD gesteigerte Mutationsraten und erhöhte Sauerstoffsensibilität bei Mikroorganismen, so-
wie eine sich früh ausbildende dilatative Kardiomyopathie bei Knock- out Mäusen. Außerdem 
führte Tumornekrosefaktor (TNF), ein Signalstoff im Rahmen lokaler beziehungsweise systemi-
scher Entzündungsvorgänge, zu einer Steigerung der Mn- SOD Expression. Die Cu- Zn- SOD  
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blieb unbeeinflusst. In transgenen Mäusen verminderte die Expression humaner mitochondrialer 
SOD oxidative Lungenschäden, sowie die Kardiotoxizität von Doxorubicin, einem Chemothera-
peutikum. Eine Überexpression humaner Cu- Zn- SOD verminderte die Ausdehnung und Folgen 
eines Schlaganfalls, Hirnödems und Herzinfarktes in transgenen Mäusen (Wang et al. 1998). Au-
ßerdem schützte sie vor Streptozotocin- induziertem Diabetes, sowie Lungenschäden im Rahmen 
einer hyperbaren Sauerstofftherapie (White et al. 1991, Kubisch et al. 1994). Die gestörte Funktion 
der Gesamt SOD wird mit der Ausdehnung von Ischämien, Arteriosklerose, Alzheimer und Dia-
betes mellitus in Verbindung gebracht (Furuta et al. 1995, Yan und Harding 1997, Petyaev et al. 
1998, Wang et al. 1998). 
Die Glutathion Peroxidase, welche zur Gruppe der Selenoproteine gehört, wurde erstmals in Eryth-
rozyten entdeckt (Mills 1957, Hatfield und Gladyshev 2002). Ihre Funktion, nämlich Hämoglobin 
und andere zelluläre Makromoleküle vor ROS Schäden zu schützen wurden in diesem Zusammen-
hang untersucht (Mills und Randall 1958). Die Komplexität des Reaktionskreislaufes, an welchem 
die verschiedenen Substrate GSH, H2O2, NADPH und weiterhin die Glutathion Reduktase betei-
ligt sind, wurde erkannt (Mills 1959). Aktuell sind acht Isoformen der Glutathion Peroxidase be-
kannt, welche in verschiedenen Geweben lokalisiert sind (Kryukov et al. 2003, Utomo et al. 2004, 
Toppo et al. 2008). Die GPx1 kommt in allen Geweben vor und hat die höchste Affinität für Was-
serstoffperoxid, womit sie den größten Anteil am Schutz vor oxidativem Stress ausmacht 
(Brigelius-Flohe 2006). Am meisten wurde sie in Erythrozyten, Nieren- und Lebergewebe gefun-
den (Frampton et al. 1987). Eine weitere bedeutende Isoform stellt die GPx4 dar. Diese wurde bei 
Ratten und Mäusen in allen Geweben, bei Menschen vor allem in Nieren-, sowie Hodengewebe 
nachgewiesen (Baek et al. 2007, Brigelius-Flohe 2013). Sie spielt eine besondere Rolle, da sie 
neben Wasserstoffperoxid in der Lage ist andere organische Peroxide sowie Lipidperoxide in bi-
ologischen Membranen zu eliminieren. Über die weiteren Isoformen ist aktuell weniger bekannt. 
Eine Überexpression der GPx1 im Mausmodell zeigte eine erhöhte Toleranz gegenüber 
Reperfusionsschäden nach Myokardischämie (Yoshida et al. 1996, Ho et al. 1998). In Mäusen 
konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression des Wachstumsfaktorrezeptors HER2 zu einer 
gesteigerten Aktivität der GPx1 führt. In Folge dessen, war eine verminderte Kardiotoxizität des 
Chemotherapeutikums Doxorubicin sowie eine verbesserte ROS Eliminierung mit weniger 
Folgeschäden zu verzeichnen (Belmonte et al. 2015). Eine gestörte Aktivität der Glutathion 
Peroxidase ist des Weiteren mit Parkinson und Mammakarzinom, aber auch allergischen  
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Reaktionen auf Medikamente und Nahrungsmittel asoziiert (Malmgrem R. G. 1986, Pearson et al. 
1991, Offen et al. 1998, Lee et al. 1998). Die Keshan- Krankheit, eine besondere Kardiomyopathie, 
entsteht im Rahmen verminderter Selenoproteinspiegel bei Selenmangel (Flohe L. 2001). 
Die Entstehung oxidativer Metabolite gehört zu den physiologischen Prozessen im Rahmen des 
aeroben Metabolismus. Erst wenn ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung und der Elimination 
besteht, folgt eine Störung der zellulären Homöostase (Cross et al. 1987). Diesem Ungleichge-
wicht können verschiedene Entitäten zu Grunde liegen. Wie zuvor beschrieben, bedingen Störun-
gen des antioxidativen Schutzsystems eine unzureichende Elimination. Für eine gesteigerte ROS 
Entstehung können verschiedene Prozesse verantwortlich sein. Die Mitochondrien stellen, auf-
grund ihres hohen aeroben Metabolismus, die größte intrazelluläre ROS Quelle dar (Droge 2002). 
Mitochondriale Dysfunktion, gekoppelt an eine gesteigerte ROS Produktion, ist mit verschiedenen 
Krankheiten sowie dem Alterungsprozess assoziiert (Pieczenik und Neustadt 2007, Navarro und 
Boveris 2007, Alfadda und Sallam 2012). Ein Beispiel dafür stellt die Herzinsuffizienz dar. Es 
wurde entdeckt, dass ein erhöhter ROS Spiegel im Herzmuskelgewebe sowie dem Gefäßsystem 
mit einer Herzinsuffizienz assoziiert ist (Landmesser et al. 2002, Heymes et al. 2003, Giordano 
2005, Ijsselmuiden et al. 2008, Maack und Bohm 2011). Diese Erhöhung ist nicht nur auf eine 
vermehrte Produktion aufgrund des verstärkten Energiebedarfs, sondern auch auf eine vermehrte 
Emission von ROS aus den Mitochondrien sowie eine nicht ausreichende Elimination zurückzu-
führen (Nickel et al. 2014, Munzel et al. 2015). Eine gestörte Ionenhomöostase der Kardiomyozy-
ten bedingt eine Beeinträchtigung der mitochondrialen Calcium- Homöostase mit vermehrter ROS 
Emission (Maack et al. 2006, Kohlhaas und Maack 2013). Munzel et al. (2015) stellten dar, dass 
eine erhöhte Aktivität des sympathischen Nervensystems, sowie des Renin- Angiotensin- Aldoste-
ron- Systems (RAAS), eines hormonellen Kreislaufs zur Blutdrucksteuerung, die ROS Entstehung 
in einer Herzinsuffizienz begünstigen. Des Weiteren erkannten sie, dass körperliche Aktivität sich 
positiv auf die beiden Systeme und damit auf die Herzinsuffizienz auswirkte. Weiterhin wurde 
entdeckt, dass besonders die Mitochondrien für Anpassungsvorgänge an eine gesteigerte körper-
liche Aktivität auf zellulärer Ebene verantwortlich sind (Hepple 2000). Um die Vorgänge im Rah-
men der Adaptation an Veränderungen der Ausdauerkapazität zu untersuchen, entstanden ver-
schiedene Tiermodelle. Manche Modelle beschäftigten sich allein mit der Auswirkung eines Trai-
nings innerhalb einer Generation, andere beleuchteten genetische Ausprägungen. Im Kontext der 
Untersuchung genetischer Prädisposition für körperliche Leistungsfähigkeit entstand das High 
Capacity/ Low Capacity Runners (HCR/ LCR) Tiermodell (Koch und Britton 2001, Britton und 
Koch 2001). Dafür wurden Ratten einem Test maximaler Ausdauerkapazität unterzogen und  
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jeweils die besten Läufer untereinander und entsprechend die schlechtesten untereinander selektiv 
verpaart. Die nach 33 Generationen daraus resultierenden guten Läufer, die HCR, wurden mit 
Tieren verglichen, welche eine geringe Ausdauerkapazität aufweisen, den LCR. Am Ende standen 
sich zwei Populationen mit unterschiedlicher genetischer Prädisposition gegenüber. Tweedie et al. 
(2011) untersuchten im Rahmen dieses Tiermodells die Aktivität der antioxidativen Enzyme im 
Skelettmuskelgewebe. HCR zeigten sowohl im Musculus soleus, als auch im Musculus gastrocne-
mius eine höhere SOD Aktivität, als LCR. Die Katalase, sowie Glutathion Peroxidase zeigten eine 
gering erhöhte Aktivität in HCR. Wie sich die antioxidativen Enzyme im Herzmuskelgewebe von 
HCR sowie LCR verhalten und welchen Beitrag sie in einer Herzinsuffizienz haben, ist aktuell 
noch nicht untersucht worden. Es besteht wahrscheinlich ein Zusammenhang zwischen der Herz-
leistung und damit auch dem aeroben Metabolismus sowie der ROS Produktion des Herzmuskels 
und den antioxidativen Enzymaktivitäten. Dies suggeriert, dass eine Herzinsuffizienz zu einer ver-
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4. Ziele der Arbeit 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten photometrische Messverfahren zur validen und reproduzierbaren 
Detektion der Aktivitäten der SOD, Katalase und Glutathion Peroxidase etabliert werden. Die 
Etablierung orientierte sich an Methoden aus anderen Arbeiten, wobei häufig verwendete Verfah-
ren gewählt wurden. Es sollte besonders darauf geachtet werden, valide Messungen im Herzmus-
kelgewebe zu ermöglichen. Damit die Methoden problemlos in anderen Versuchskonstellationen 
verwendet werden können, wurden für jedes Verfahren Protokolle erstellt. 
Aktuell ist noch nicht genau geklärt, wie sich eine Herzinsuffizienz auf die Aktivität der SOD, 
Katalase sowie der Glutathion Peroxidase auswirkt. Außerdem existieren momentan im Hinblick 
auf die genetische Prädisposition für körperliche Leistungsfähigkeit nur Ergebnisse zur antioxida-
tiven Aktivität des Skelettmuskelgewebes. Daher sollten die etablierten Methoden im Kontext ei-
ner Herzinsuffizienz im HCR/ LCR- Tiermodell Anwendung finden und offene Fragen geklärt 
werden. Es sollte untersucht werden, wie die Enzymaktivität der Antioxidantien während einer 
Herzinsuffizienz durch unterschiedliche genetische Prädisposition für intrinsische Ausdauerkapa-
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5. Materialien und Methoden 
 
5.1 Tiermodell 
Im Rahmen des Tierversuchsvorhabens Nummer 22-2684-04-02-050/13, sind alle in der Arbeit 
durchgeführten Versuche beantragt worden. Die Prüfung und Genehmigung erfolgte durch das 
Thüringer Landesamt für Verbraucherschutz. 
Die Etablierung der Versuche fand an Herzmuskelproben männlicher Sprague- Dawley Ratten 
(Charles River®, Crl: SD 400) statt. Für die Versuche im Rattenmodell der HCR und LCR wurden 
männliche Nachkommen definierter Zuchtpaare der 33. Generation verwendet (Britton und Koch 
2001).  
Die Tiere wurden bei 12/12h Tag-/Nachtrhythmus und einer konstanten Temperatur von 21°C 
gehalten. Die Versorgung mit Wasser und Futter erfolgte ad libitum.  
 
5.2 Transversale Aortenkonstriktion (TAC) und Echokardiographie 
Die Durchführung einer transversalen Aortenkonstriktion (TAC) bedingt einen verstärkten Wider-
stand der Ausstrombahn des Herzens. Heranwachsende Tiere entwickeln in Folge dieser links-
ventrikulären Drucküberlastung eine Herzhypertrophie, bis hin zu einer Herzinsuffizienz. Das 
Verfahren wurde von einer Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe bei drei Wochen alten HCR und LCR 
nach den Methoden von Litwin et al. (1995) und deAlmeida et al. (2010) durchgeführt. 
Eine echokardiographische Kontrolle zur Einschätzung der Herzleistung erfolgte nach 20 Wochen 
Drucküberlastung durch eine Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe. Die Parameter zur Bestimmung der 
Ejektionsfraktion (EF), der systolischen und diastolischen Funktion wurden gemäß der Richtlinien 
von Sahn et al. (1978) und Buck et al. (2009) gemessen. Als Marker der systolischen Herzfunktion 
diente die fraktionierte Verkürzung (FS). Zur Einschätzung der diastolischen Funktion wurde das 
E/A- Verhältnis verwendet. 
 
5.3 Probenaufarbeitung  
Die HCR und LCR wurden im Alter von 23 Wochen mit Thiopental narkotisiert und ihre Organe 
entnommen. Danach wurden diese in eiskaltem NaCl- Puffer gewaschen, gewogen und bei -80°C 
gelagert. Vorbereitend wurden die Proben unter Zugabe von flüssigem Stickstoff gemörsert und 
wieder bei -80°C bis zur Messung gelagert. Die Aufarbeitung erfolgte nach Tweedie et al. (2011). 
20- 50 mg des gemörserten Gewebes wurden mit 200- 500 µl Lyse- Puffer (100 mM KH2PO4,  
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2 mM EDTA und 2 Tabletten Proteinase- Inhibitor, pH- Wert 7,4) versetzt und gemischt. Danach 
erfolgte die Zentrifugation bei 3000*g und 4°C für fünf Minuten. Ein Teil des Überstands wurde 
abgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für die Detektion der Katalase, sowie der 
SOD genutzt (Tweedie et al. 2011). Der restliche Überstand wurde erneut bei 10000*g und 4°C 
für 15 Minuten zentrifugiert, abgenommen und für die Analyse der Glutathion Peroxidaseaktivität 
verwendet (Forstrom et al. 1978, Ursini et al. 1985). Sollten die Messungen nicht am gleichen Tag 
erfolgen, wurden die Proben bei -20°C gelagert.  
 
5.4 Katalaseaktivität 
Die Detektion der Katalaseaktivität wurde nach dem Verfahren von Aebi (1984), sowie Weydert 
und Cullen (2010) in abgewandelter Form durchgeführt. Diese photometrische Messmethode be-
ruht auf dem speziellen Absorptionsmuster von Wasserstoffperoxid bei einer Wellenlänge von 240 
Nanometern. In diesem Bereich entspricht der Umsatz von einem µMol Wasserstoffperoxid pro 
Minute einer Katalaseaktivität von einer Unit. Die zuvor aufgearbeiteten Proben wurden aufgetaut 
und durchmischt.  Es erfolgte die Verdünnung mittels eines Phosphat- Puffers, welcher wie folgt 
hergestellt wurde. Nach der Erstellung von jeweils 1 M KH2PO4 sowie 1 M K2HPO4 Stock- Lö-
sungen, wurde der 1 M KH2PO4 Stock so lange dem 1 M K2HPO4 Stock zugegeben, bis der pH- 
Wert bei 7,8 lag. Der Puffer ist, bei 4°C gelagert, ein Jahr stabil. 
Als Substrat der Reaktion diente 30 mM Wasserstoffperoxid in Phosphat- Puffer. Zur Kontrolle 
der ablaufenden Reaktion wurde eine Positivkontrolle mittels Catalase preparation Aspergillus 
niger (Sigma C16K3789) hergestellt. Aus der Lösung wurde mittels des Phosphat- Puffers 1 ml 
einer 400 U/ml Stock- Lösung hergestellt und diese bei 4°C gelagert. Im Versuch wurden 5 µl des 
Stocks verwendet. 
Zur Messung wurden Mikrotiterplatten (MTP, Greiner bio-one, 655801) genutzt, welche eine De-
tektion der Absorption im UV- Bereich ermöglichen. Es wurde ein Messprotokoll für den Versuch 
am PC entworfen und am Photometer (Biotek Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader) einge-
stellt. Die Messung erfolgte als kinetische Methode über zwei Minuten in einem Messintervall von 
15 Sekunden, bei einer Wellenlänge von 240 nm. Nach Abschluss der Reaktion wurden die 
Schichtdicken der Lösungen ermittelt. Alle Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung. 
Zu Beginn der Messung wurden 150 µl des Phosphat- Puffers als Leerwert, sowie 5 µl Probe und 
Positivkontrolle in jeweils drei Näpfchen der MTP pipettiert. Anschließend wurden die Probe und 
Kontrolle mit 45 µl Phosphat- Puffer versetzt. Nach Abschluss der Vorbereitung wurden zügig, 
mittels einer Mehrkanalpipette, 100 µl H2O2 (30 mM) zugegeben und sofort mit der Messung  
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begonnen. Die Berechnung der Aktivität erfolgte nach dem Lambert- Beer- Gesetz (Abb. 2) (Lam-
bert 1760, Beer 1852) unter Einbeziehung des molaren Extinktionskoeffizienten ε für Wasserstoff-
peroxid (43,6 (l*cm)*Mol-1). 
 
𝐾𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑖𝑛 𝐾𝑎𝑡𝑎𝑙 =
𝛥𝐸 ∗ 𝑉
𝑡 ∗ 𝜀 ∗ 𝑑
 
 
Abb. 2:Formel zur Berechnung der Katalaseaktivität  ΔE= Absorptionsänderung über die Zeit t, V= 
Gesamtvolumen, t= Zeit, ε= molarer Extinktionskoeffizient (43,6 (l*cm)*Mol-1), d= Schichtdicke in cm 
 
5.5 Superoxid Dismutaseaktivität (SOD) 
Die Methode zur Detektion der Enzymaktivität beruht auf dem Verfahren nach Marklund und 
Marklund (1974). Diesem liegen die speziellen Eigenschaften des Farbstoffes Pyrogallol zu-
grunde. In alkalischer Lösung kommt es zu dessen Autooxidation und damit verbunden zur Ent-
stehung von Chinonverbindungen, welche ein spezielles Absorptionsmuster bei 420 nm aufweisen 
(Ramasarma et al. 2015). Der pH- Bereich, in welchem die Reaktion stattfindet, liegt bei 7,9- 10,6 
(Marklund und Marklund 1974). In Gegenwart der Superoxid Dismutase wird diese Reaktion ge-
hemmt. Die Enzymaktivität verhält sich dabei proportional zur Hemmung der Autooxidation. Er-
fasst wurden sowohl die gesamte SOD- Aktivität, aber auch die Aktivitäten ihrer Isoformen, näm-
lich die der Mn- SOD, in den Mitochondrien lokalisiert, und der Cu- Zn- SOD, welche im Zyto-
plasma zu finden ist.  
Die Herstellung des Pyrogallol- Gemischs (8 mM; Sigma P0381) erfolgte vor jeder Messung neu. 
Durch Zugabe 37%iger HCl- Lösung, bis zu einer Endkonzentration von 10 mM, wurde die Au-
tooxidation von Pyrogallol, bis zum Zeitpunkt der Messung, verhindert. Um allein die mitochond-
riale SOD zu erfassen ist eine Inhibition des im Zytosol lokalisierten Enzyms notwendig. Dazu 
wurde 0,1 µM KCN (Sigma 31252) verwendet, welches die Cu- Zn- Isoform hemmt, jedoch die 
mitochondriale nicht beeinflusst (Flohe und Otting 1984). Der für die Berechnung notwendige 
100%- Wert wurde ermittelt indem die Probe durch destilliertes Wasser ersetzt wurde.  
Zuerst wurden 10 µl der unverdünnten Proben, beziehungsweise destilliertes Wasser, in Näpfchen 
der MTP (Greiner bio-one, 655101) pipettiert und mit 280 µl Tris- HCl- Puffer (0,5 mM, pH 8,5) 
versetzt. Als Leerwert dienten 300 µl des Puffers. Nach zehnminütiger Inkubation bei 24°C wur-
den 10 µl Pyrogallol (8 mM) zugegeben, um die Reaktion zu starten. Die Detektion erfolgte über 
zwei Minuten in einem Intervall von 15 Sekunden, bei 420 nm. Um die Mn- Isoform zu erfassen, 
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 wurden zusätzlich zu den 10 µl der unverdünnten Probe 10 µl KCN (0,1 µM), sowie 270 µl des 
Tris- HCl- Puffers gegeben. Die restliche Prozedur unterschied sich nicht.  
 
𝑆𝑂𝐷 𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑖𝑛 𝑈 =






Abb. 3: Formel zur Berechnung der SOD- Aktivität ∆E100% = Absorptionsänderung bei ungehemmter 
Autooxidation; ∆EProbe = Absorptionsänderung der Probe; Vgesamt = Gesamtvolumen der Reaktion; vProbe = 
Probenvolumen 
Die Berechnung der Aktivität erfolgte mittels der in Abb. 3 dargestellten Formel (Keller 2004). 
Eine Unit ist als die 50%ige Inhibition der Reaktion definiert. Um die Aktivität der Cu- Zn- SOD 
zu erfassen wurde die Differenz aus Gesamt SOD und Mn- SOD gebildet.  
 
5.6 Glutathion Peroxidaseaktivität (GPx) 
Grundlage für die Messung bildet der Kreislauf zur Regeneration des Antioxidans Glutathion.  
Dieses wird, wie in Abb. 4 dargestellt, über mehrere Einzelreaktionen verbraucht und in seiner 
reduzierten Form, mit freien Sulfidgruppen, wieder regeneriert. Paglia und Valentine (1967) er-
kannten, dass die Abnahme des Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)- Spiegels mit 
der Aktivität der Glutathion Peroxidase korreliert. Da NADPH spektrophotometrisch bei 340 nm 
 
 
Abb. 4: Reaktionskreislauf zur Regeneration von zwei Glutathion Molekülen   
Die Aktivität der Glutathion Peroxidase korreliert mit dem Verbrauch von NADPH durch die Glutathion 
Reduktase.  Glutathion (GSH), oxidiertes Glutathion (GSSG), oxidiertes Nicotin- Adenin- Dinucleotid 
(NADP), reduziertes Nicotin- Adenin- Dinucleotid (NADPH), Wasserstoffperoxid (H2O2), Wasserstoffion 
(H+) 
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detektiert werden kann, erlaubt dies die Erfassung der Enzymaktivität. 1 Unit entspricht der Um-
wandlung von 1 µmol NADPH zu NADP pro Minute bei 37 °C (Tappel 1978). Die Reaktion 
erfordert das Vorhandensein der anderen Substrate und Enzyme, welche an der Glutathion (GSH)- 
Regeneration beteiligt sind. Dazu wurde ein Puffer, bestehend aus GSH (9 mM; Sigma G4251), 
NADPH (0,2 mM; Sigma 93025) und Glutathion Reduktase (7,5 U/ml; Sigma Aldrich G3664) 
hergestellt. Gelöst wurden diese Stoffe in einem Puffer bestehend aus Tris- HCl (50 mM) und 
EDTA (0,1 mM) mit einem pH- Wert von 7,6. Als Substrat für die Glutathion Peroxidase diente 
Cumene Hydroperoxid (80%; Sigma Aldrich 247502), welches mit destilliertem Wasser zu einer 
1,2 M Lösung vermischt wurde.  
In die Näpfchen der MTP (Greiner bio-one, 655101) wurden 15 µl unverdünnte Probe pipettiert 
und anschließend mit 200 µl GSH- Puffer versetzt. Als Leerwert fanden 225 µl GSH- Puffer Ver-
wendung. Danach wurde die Platte im Photometer für zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die 
Reaktion zu starten, wurden 10 µl Cumene Hydroperoxide zügig pipettiert. Die Messung erfolgte 
über zwei Minuten in einem Messintervall von 15 Sekunden bei 340 nm. Anschließend wurden 
die Werte in eine Excel Tabelle übertragen und, ähnlich der Katalaseaktivität, nach dem Lambert- 
Beer- Gesetz (Lambert 1760, Beer 1852) berechnet. Es wurde der molare Extinktionskoeffizient 
von NADPH bei 340 nm mit 0,0062 (l*cm) /µmol verwendet. 
 
5.7 Quantitative Proteinbestimmung 
Für die quantitative Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford (1976) verwendet. Das 
Verfahren beruht auf dem Farbumschlag eines Färbereagenz, in Abhängigkeit der Proteinkonzent-
ration einer Probe. Dieser Farbumschlag wird bei 595 nm detektiert.  
Vor der Messung wurden die Proben aufgetaut und mit destilliertem Wasser in einem Verhältnis 
von 1:40 verdünnt. Das Photometer wurde gestartet und das für den Versuch erstellte Messproto-
koll ausgewählt. Zur Detektion der Proteinmenge ist eine Standardgerade notwendig. Vorberei-
tend dafür wurde Bovines Serum Albumin (BSA, Sigma P0834) in den Konzentrationen 0,2; 0,4; 
0,6 und 0,8 mg/ml erstellt. Das Färbereagenz (BioRad, 500- 0006) wurde im Verhältnis 1:5 mit 
destilliertem Wasser verdünnt und bis zur Messung bei Raumtemperatur gelagert. Als Leerwert, 
zur Subtraktion des Hintergrundes, wurde destilliertes Wasser verwendet.  
Das Verfahren wird als Dreifachbestimmung in MTP (Greiner bio-one,655101) durchgeführt. In 
alle zu messenden Reaktionsgefäße wurden jeweils 5 µl destilliertes Wasser, Standard, bezie-
hungsweise verdünnte Probe pipettiert. Direkt im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 µl Fär-
bereagenz mittels einer Mehrkanalpipette. Die Platte wurde zur Inkubation in das Photometer  
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gestellt. Nach Drei Minuten begann die Messung. Die Berechnung der Konzentration erfolgte 
durch die Software des Photometers. Die Werte wurden in Excel übertragen und in mg/ ml ange-
geben. 
5.8 Statistische Analysen 
Zur statistischen Analyse der Daten wurde die Software Sigma Plot verwendet. Die Mittelwerte 
der Daten wurden errechnet und die Abweichungen als Standardfehler angegeben. Für die statis-
tische Analyse der HCR und LCR Werte wurde eine Two way ANOVA (HCR/LCR: Kontrolle/ 
TAC, Kontrolle/Kontrolle, sowie TAC/TAC) durchgeführt, gefolgt von der Holm- Sidak- Me-
thode. Statistische Ausreißer wurden durch den Ausreißertest nach Grubbs ermittelt. Die Signifi-
kanzniveaus für Vergleiche innerhalb der Populationen wurden mit * gekennzeichnet, die Verglei-
che der Behandlungen mit #.  Es erfolgte die Angabe durch P<0,05 = */#, P<0,01 = **/##, P<0,001 




















6.1 Etablierung der Verfahren zur Messung der Superoxid Dismutaseaktivität 
Messungen der SOD Aktivität in Herzmuskelproben eines Tieres lieferten an verschiedenen Tagen 
ähnliche Ergebnisse (Abb. 5). Dies galt sowohl für die Gesamt SOD, als auch für die zytosolische 
und mitochondriale SOD. Die Auswirkungen unterschiedlicher KCN Konzentrationen auf die de-
tektierte Aktivität der SOD sind in Abb. 6 dargestellt. Konzentrationen unter 0,1 µM KCN beein-
flussten die Aktivität nicht weiter.  




























Gesamt SOD Cu- Zn- SOD Mn- Fe- SOD
 
Abb. 5: SOD- Aktivitäten in Herzproben des gleichen Tieres  Angegeben sind die gemessenen 
Werte an verschiedenen Tagen (A), sowie deren Mittelwerte mit deren Standardfehler (B). 






























Abb. 6: Auswirkungen unterschiedlicher Kalium Cyanid (KCN) Konzentrationen auf die Aktivität 
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Die während der Etablierung detektierten Aktivitäten in Herzmuskelproben wurden mit den Er-
gebnissen aus anderen Arbeiten verglichen (Han et al. 2014, Meng et al. 2016, Qu et al. 2016, Tian 
et al. 2016, Belguith-Hadriche et al. 2016). Es wurde darauf geachtet, dass die Aktivitäten eben-
falls in Sprague Dawley Tieren, sowie an Herzmuskelproben von Kontrolltieren detektiert wurden. 
Die Verfahren zur Bestimmung unterschieden sich, wobei die Aktivität der SOD in Units immer 
gleich definiert war. Die Ergebnisse des Vergleichs sind in Abb. 7 dargestellt. Damit der Vergleich 
möglich war, wurde darauf geachtet, nur Arbeiten auszuwählen, welche die Aktivität in U/ mg 
Protein angaben. Die gemessene Aktivität der SOD in Herzmuskelproben war höher als in den 
zum Vergleich verwendeten Arbeiten. 


































Abb. 7: Gesamt- SOD- Aktivität im Herzmuskelgewebe von Sprague Dawley Ratten im Literatur-
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6.2 Etablierung der Verfahren zur Messung der Katalaseaktivität  
Um zu untersuchen, ob Unterschiede zwischen den Aktivitäten einzelner Proben messbar sind, 
wurden Herzproben von zwei verschiedenen Tieren an unterschiedlichen Tagen untersucht. Es 
zeigte sich, dass die Aktivitäten leichten Schwankungen unterlagen, jedoch der Unterschied über 
die einzelnen Tage erhalten blieb (Abb. 8). Die Proben von Tier 2 zeigten eine höhere Katalase-
aktivität als die von Tier 1. Um zu detektieren, ob die Reaktion abläuft, wurde eine Positivkon-
trolle etabliert. Die Werte und Kurvenverläufe der Positivkontrolle an verschiedenen Tagen sind 
in Abb. 9 sowie Tabelle 1 dargestellt. 





























Tier 1 Tier 2
 
Abb. 8: Katalaseaktivität verschiedener Herzproben  Angegeben sind die gemessenen Werte an ver-
schiedenen Tagen (A), sowie deren Mittelwerte mit deren Standardfehler (B). Sprague Dawley Tier 1 
(weiß), Sprague Dawley Tier 2 (grau). 
 
Tabelle 1 Absorptionsände-
rung (ΔI) der Positivkontrolle 






Abb. 9: Kurvenverläufe der Absorption der Positivkontrolle Dargestellt sind wiederholte Messungen 
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Abb. 10: Katalaseaktivität im Herzmuslgewebe von Sprague Dawley Ratten im Literaturvergleich  
(Belguith-Hadriche et al. 2016, Rjiba-Touati et al. 2016, Mayyas et al. 2017b, Mayyas et al. 2017a).  
 
Die gemessenen Katalaseaktivitäten der Tiere wurden mit Werten aus anderen Arbeiten verglichen 
(Belguith-Hadriche et al. 2016, Rjiba-Touati et al. 2016, Mayyas et al. 2017b, Mayyas et al. 
2017a). Wichtig war, dass die Messungen ebenfalls an Herzmuskelproben, sowie in Sprague Daw-
ley Ratten durchgeführt wurden. Die Vergleichstiere entstammten immer den Kontrollgruppen. 
Die Verfahren zur Aktivitätsbestimmung unterschieden sich teilweise. Die Definition einer Unit 
der Katalase- Aktivität war jedoch identisch. Damit ein Vergleich möglich war, wurden nur Werte 
in U/ mg Protein gewählt. Die Ergebnisse sind in Abb. 10 aufgeführt. Die Aktivität, welche wäh-










6.Ergebnisse  24 
 
6.3 Etablierung der Verfahren zur Messung der Glutathion Peroxidaseaktivität  
Messungen unterschiedlicher Proben an verschiedenen Tagen wurden im Zuge der Etablierung 
ebenfalls für die Glutathion Peroxidase durchgeführt. Es zeigte sich, dass die gemessenen Werte 
in ähnlichen Bereichen lagen und ebenfalls Unterschiede zu verzeichnen waren (Abb. 11). Die 
gemessenen Glutathion Peroxidaseaktivitäten wurden mit Werten aus anderen Arbeiten vergli-
chen. Dieser Vergleich ist in Abb. 12 dargestellt (Hill und Singal 1996, Singla et al. 2007, Liu et 
al. 2013). Verwendung fanden nur Arbeiten, welche ebenfalls Messungen an Herzmuskelproben 
von Sprague Dawley Tieren durchführten.  





















































Abb. 11: Glutathion Peroxidaseaktivität verschiedener Herzproben  Angegeben sind die gemessenen 
Werte an verschiedenen Tagen (A), sowie deren Mittelwerte mit deren Standardfehler (B). Sprague Dawley 
Tier 1 (weiß), Sprague Dawley Tier 2 (grau) und Sprague Dawley Tier 3 (schwarz). 





























Abb. 12: Glutathion Peroxidaseaktivität im Herzmuskelgewebe von Sprague Dawley Ratten im Li-
teraturvergleich (Hill und Singal 1996, Singla et al. 2007, Liu et al. 2013). 
A 
B 
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Es wurde darauf geachtet, nur die Werte der Kontrolltiere zu verwenden. Obwohl sich die Verfah-
ren zur Aktivitätsbestimmung teilweise unterschieden, war eine Unit der Glutathion Peroxidase-
aktivität immer gleich definiert. Es wurden nur Arbeiten gewählt, in welchen die Aktivität im 
Verhältnis zur Proteinkonzentration (U/ mg Protein) angegeben wurde. Die gemessene Aktivität 
der Glutathion Peroxidase war geringer als die Vergleichswerte.  
 
6.4 Ventrikelfunktion von HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung 
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Abb. 13: Werte der Echokardiographie von HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung  
Verkürzungsfraktion (A, FS), sowie das E/A- Verhältnis (B) als Marker der systolischen (FS) und diasto-
lischen (E/A) Funktion der Herzmuskel 20 Wochen nach TAC. Dargestellt sind Mittelwerte und deren 
Standardfehler (n=8). A= Ausdauerkapazität, T= TAC, I= Interaktionen.  
Die Ergebnisse der echokardiographischen Untersuchung der Tiere nach 20 Wochen Drucküber-
lastung sind in Abb. 13 dargestellt. Aufgeführt sind die Verkürzungsfraktion (FS, Abb. 13 A), als 
Marker der systolischen Herzfunktion, sowie das E/A- Verhältnis (B), welche die diastolische 
Funktion wiederspiegelt. Die FS wird durch die Drucküberlastung in HCR und LCR vermindert. 
Die Herzinsuffizienz führt zu einem gesteigerten E/A- Verhältnis in beiden Populationen. Die 
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6.5 Antioxidative Enzymaktivitäten in HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung  
Die Gesamt SOD- Aktivität (Abb. 14 A) der LCR war höher als die der HCR. Die Unterschiede 
der Aktivitäten zwischen HCR und LCR waren für die Cu- Zn- SOD ähnlich, aber nicht signifikant 
(B). Die Aktivitäten der mitochondrialen SOD (C) waren in HCR geringer als in LCR. Eine Druck-
überlastung führte sowohl bei HCR, als auch bei LCR zu einer gesteigerten Enzymaktivität der 
Gesamt- SOD, sowie der Cu- Zn- SOD. Die Herzinsuffizienz bedingte eine geringere mitochond-
riale SOD Aktivität in HCR, aber eine gesteigerte in LCR.  
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Abb. 14: Aktivitäten der Superoxid Dismutase in HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung 
(TAC)  
Die Aktivitäten in HCR/ Kontrolle, HCR/ TAC, LCR/ Kontrolle und LCR/ TAC sind für die Gesamt SOD 
(A), Cu- SOD (B) und Mn- SOD (C) angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler (n=8). A= 
Ausdauerkapazität, T= TAC, I= Interaktionen. Die Vergleiche innerhalb der Populationen sind mit * ge-
kennzeichnet, die Vergleiche der Behandlungen mit #. P<0,05 = */#, P<0,01 = **/##, P<0,001 = ***/###, 
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Abb. 15: Aktivitäten der Katalase in HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung (TAC) 
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler (n=8). A= Ausdauerkapazität, T= TAC, I= Interaktionen. Die 
Vergleiche innerhalb der Populationen sind mit * gekennzeichnet, die Vergleiche der Behandlungen mit #. 
P<0,05 = */#, P<0,01 = **/##, P<0,001 = ***/###, ns = nicht signifikant. 
Die Katalaseaktivitäten der unterschiedlichen Gruppen sind in Abb. 15 dargestellt. Die LCR zeig-
ten ebenfalls eine höhere Katalaseaktivität als die HCR. Die Herzinsuffizienz steigert sowohl in 
HCR als auch in LCR die Enzymaktivität. LCR zeigten eine größere Erhöhung als HCR. Die 
Glutathion Peroxidaseaktivität der HCR war höher als die der LCR (Abb. 16). Betrachtet man die 
Aktivitäten der herzinsuffizienten Tiere, so zeigt sich eine deutliche Steigerung der Enzymaktivität 
sowohl bei HCR als auch bei LCR. 
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Abb. 16: Aktivitäten der Glutathion Peroxidase in HCR und LCR vor und nach Drucküberlastung 
(TAC)   
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler (n=8). A= Ausdauerkapazität, T= TAC, I= Interaktionen. Die 
Vergleiche innerhalb der Populationen sind mit * gekennzeichnet, die Vergleiche der Behandlungen mit #. 
P<0,05 = */#, P<0,01 = **/##, P<0,001 = ***/###, ns = nicht signifikant. 




Tiere mit hoher intrinsischen körperlichen Leistungsfähigkeit (HCR) haben eine geringere SOD- 
und Katalaseaktivität als Tiere mit einer niedrigen intrinsischen körperlichen Leistungsfähigkeit 
(LCR). Die Aktivität der Glutathion Peroxidase ist dagegen in HCR höher als in LCR. Eine durch 
Drucküberlastung ausgelöste Herzinsuffizienz führt unabhängig von der Leistungsfähigkeit der 
Tiere zu einer gesteigerten Aktivität aller Enzyme im Herzmuskelgewebe. 
 
Die Etablierung der einzelnen Verfahren orientierte sich an anderen Arbeiten. Diese wurden mo-
difiziert und angepasst. Zur Detektion der SOD- Aktivität wurde ein Tris- HCl Puffer mit einem 
pH- Wert von 8,5 verwendet, da nach Marklund und Marklund (1974) das pH- Optimum bei 7,9–
9,1 liegt. Wird dieser Wert überschritten, nimmt die Sensitivität mit steigendem pH ab. Da bei der 
empfohlenen Pyrogallolkonzentration von 0,2 mM keine Detektion möglich war, wurde sie auf 8 
mM erhöht (Marklund und Marklund 1974, Ramasarma et al. 2015). Die von Marklund und 
Marklund (1974) empfohlene Temperatur von 25 °C sowie die Wellenlänge von 420 nm wurden 
beibehalten. Andere Antioxidantien, wie Katalase oder Glutathion, beeinflussen die Detektion mit-
tels Pyrogallol nicht, womit die Messwerte ausschließlich auf die Aktivität der SOD zurückzufüh-
ren sind (Marklund und Marklund 1974, Roth und Gilbert 1984). Cyanide hemmen die Autooxi-
dation von Pyrogallol gleichermaßen wie die SOD. Die Konzentration von 1 mM KCN beein-
flusste die Reaktion so stark, dass keine Detektion der Mn- Fe- SOD möglich war. Nachdem die 
Konzentration auf 0,1 µM KCN gesenkt wurde, war eine Messung möglich. Messungen von Pro-
ben des gleichen Tiers an verschiedenen Tagen zeigten, dass die Ergebnisse reproduzierbar sind. 
Zur Validierung erfolgte ein Vergleich mit den Gesamt- SOD- Aktivitäten von Herzmuskelproben 
aus anderen Arbeiten. Insgesamt war die gemessene Aktivität bei dem hier verwendeten Verfahren 
geringfügig höher, aber in der gleichen Größenordnung. Die Methoden waren immer kinetische 
Messverfahren, welche die Enzymaktivität über eine Hemmung oxidativer Farbstoffentstehung 
erfassen. Eine Unit war gleichermaßen als die 50%ige Inhibition der Farbstoffentstehung definiert. 
Meng et al. (2016), Qu et al. (2016), Tian et al. (2016) und Han et al. (2014) verwendeten vorge-
fertigte Bausätze, welche von Firmen bezogen wurden. Als Farbstoff dient dabei Nitroblautetra-
zoliumchlorid (NBT), welches durch von der Xanthin Oxidase generierte Radikale oxidiert wird. 
Weiterhin war die Zugabe einer Katalaselösung notwendig, da das entstandene H2O2 die Reaktion 
beeinflusst. Die von Belguith-Hadriche et al. (2016) verwendete Methode nutzte als Radikalquelle 
Riboflavin, welches unter UV- Licht instabil wird, sowie ebenfalls NBT als Farbstoff (Belguith-
Hadriche et al. 2013). Bis auf in der Arbeit von Meng et al. (2016) wurden die Messungen ebenfalls 
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 an zuvor eingefrorenen Proben durchgeführt. Die in dieser Arbeit etablierte Methode stellt eine 
valide Alternative zu den verglichenen Verfahren dar. Des Weiteren ist sie deutlich kostengünsti-
ger, da keine weiteren Enzyme als Radikalquelle oder zur Elimination von H2O2 benötigt werden. 
Durch eine geringere Anzahl an Reagenzien, sowie die Eigenschaften von Pyrogallol zeichnet sich 
das Verfahren weiterhin durch eine geringere Anzahl möglicher Störquellen aus.  
 
Die Messung der Katalaseaktivität orientierte sich an den von Aebi (1984) sowie Weydert und 
Cullen (2010) entwickelten Varianten. Die empfohlenen pH- Werte schwanken zwischen 6,8- 8,0 
(Nelson und Kiesow 1972, Aebi 1984, Weydert und Cullen 2010). Obwohl 7,0 (Aebi 1984) als 
optimaler Wert angegeben ist, wurde sich für einen pH von 7,8 entschieden, da dieser für die 
Aktivitätsmessung in allen Geweben geeignet sein soll (Weydert und Cullen 2010). Entscheidend 
für die Detektion ist die optimale Wasserstoffperoxidkonzentration. Ist diese zu gering, findet 
keine Reaktion statt. Übersteigt sie 50 mM, kommt es zu einer Verfälschung durch zu starke Bla-
senbildung und ab 100 mM zu einer Inaktivierung des Enzyms (Bonnichsen 1947, Aebi 1984). 
Als optimal wird eine Konzentration im Bereich von 10- 50 mM genannt, weshalb eine H2O2- 
Konzentration von 30 mM eingesetzt wurde. Eine andere Variante beschrieb, dass die optimale 
Konzentration dann erreicht ist, wenn die Absorption des Reagenzes bei 240 nm in einem Bereich 
von 1,150- 1,200 liegt (Weydert und Cullen 2010). Diese Methode wurde getestet und stellte sich 
als funktionsfähig heraus. Da diese Variante zur Einstellung der H2O2- Konzentration Schwan-
kungen unterliegt und damit für verschiedene Messungen nicht die gleichen Bedingungen vorlie-
gen, fiel die Wahl auf eine Konzentration von 30 mM. Messungen von verschiedenen Herzproben 
an verschiedenen Tagen konnten zeigen, dass die Ergebnisse reproduzierbar sind und Unterschiede 
zwischen verschiedenen Tieren aufzeigen können. Zur Validierung erfolgte ebenfalls der Ver-
gleich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten. Die Detektion der Katalaseaktivität über die Elimi-
nation von H2O2 ist ein geläufiges und gut reproduzierbares Verfahren. Belguith-Hadriche et al. 
(2016) und Rjiba-Touati et al. (2016) verwendeten die gleiche Methode wie in der vorliegenden 
Arbeit, führten die Messungen allerdings in Küvetten durch. Die Arbeiten von Mayyas et al. 
(2017b), Mayyas et al. (2017a) verwendeten eine andere komplexere Methode, welche Formalde-
hyd zur Detektion der Aktivität nutzt. Bis auf in der Arbeit von Rjiba-Touati et al. (2016) wurden 
für die Messungen immer zuvor gefrorene Herzproben verwendet. Das verwendete Verfahren ist 
einfach durchführbar und kostengünstig, da allein H2O2 als Substrat benötigt wird. Die in der vor-
liegenden Arbeit gemessenen Werte sind also reproduzierbar und liegen im Bereich der Katalase-
aktivitäten anderer Arbeiten. 
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Das etablierte Verfahren zur Messung der Glutathion Peroxidaseaktivität orientierte sich an der 
Variante von Tappel (1978). Es wurde eine andere Methode zur Aufarbeitung der Proben verwen-
det, da die von Tappel (1978) empfohlene Variante sich auf Homogenate aus Lebergewebe bezog. 
Als pH- Wert für die Messung wurde der empfohlene von 7,6 verwendet. Die optimale Temperatur 
der Reaktion liegt in einem Bereich von 22- 37°C (Lawrence und Burk 1976, Tappel 1978, 
Cichoski A. J. 2012). Da sich die etablierte Methode an der Variante von Tappel (1978) orientierte, 
wurde die empfohlene Temperatur von 37 °C verwendet. Von entscheidender Bedeutung für das 
Ablaufen der NADPH- Umwandlung zur Detektion der Glutathion Peroxidaseaktivität, ist eine 
ausreichende Menge der verschiedenen Substrate und Enzyme des Reaktionskreislaufs. Zu Beginn 
der Etablierung wurde ein Puffer mit 0,12 mM NADPH, 0,25 mM GSH und Glutathion Reduktase 
mit einer Aktivität von 1 U/ml verwendet (Tappel 1978). Als keine Reaktion erfolgte und ver-
schiedene Störfaktoren ausgeschlossen werden konnten, erfolgte eine Erhöhung auf 0,2 mM 
NADPH, 9 mM GSH, sowie der Glutathion Reduktaseaktivität auf 7,5 U/ ml. In Folge dessen war 
eine Reaktion nachweisbar. Als Substrat für die Reaktion wurden Wasserstoffperoxid und Cumene 
Hydroperoxide in verschiedenen Konzentrationen empfohlen (Paglia und Valentine 1967, 
Lawrence und Burk 1976, Tappel 1978). Cumene Hydroperoxide bedingt neben einer oxidativen 
Schädigung von Zellbestandteilen eine Lipidperoxidation, weshalb es von mehreren Isoformen der 
Glutathion Peroxidase umgesetzt wird (Weiss und Estabrook 1986). Deshalb wurde sich bei der 
Etablierung für Cumene als einziges Substrat entschieden. Zu Beginn wurde Cumene Hydroper-
oxide in einer Konzentration von 1 mg/ ml (5,4 mM) verwendet, wobei jedoch keine Reaktion 
stattfand (Tappel 1978). Die Konzentration wurde auf 1,2 M erhöht und der Versuch erfolgreich 
wiederholt. Messungen von mehreren Herzproben an verschiedenen Tagen konnten zeigen, dass 
die Ergebnisse reproduzierbar waren. Zum Abschluss der Etablierung erfolgte der Vergleich der 
gemessenen Aktivitäten mit anderen Arbeiten. Die Bestimmung der Enzymaktivität über die 
NADPH- Abnahme ist das geläufigste Verfahren und wurde in allen Arbeiten verwendet. Unter-
schiede bestanden in den Substraten und der praktischen Durchführung. Hill und Singal (1996), 
sowie Singla et al. (2007) verwendeten H2O2 und führten die Methoden in Küvetten durch. Die 
restliche Prozedur ähnelte der in dieser Arbeit verwendeten. Liu et al. (2013) verwendeten tert- 
Butylhydroperoxid sowie einen vorgefertigten Bausatz zur Messung frischer Herzmuskelproben. 
In den übrigen Arbeiten wurden gefrorene Herzmuskelproben verwendet. Die in der vorliegenden 
Arbeit verwendete Methode lieferte ähnliche Ergebnisse wie die Methoden anderer Arbeiten. So-
mit war die Etablierung erfolgreich.  
Eine hohe intrinsische körperliche Leistungsfähigkeit führt einerseits zu einer verminderten SOD- 
und Katalaseaktivität, aber auch zu einer höheren Glutathion Peroxidaseaktivität im  
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Herzmuskelgewebe im Vergleich zu Tieren mit niedriger intrinsischer körperlicher Leistungsfä-
higkeit. Die Glutathion Peroxidase ist durch ihre Beteiligung am Glutathion- Zyklus eng mit dem 
nicht- enzymatischen antioxidativen Schutzsystem verknüpft, welche eine wichtige Rolle bei der 
Adaptation an veränderte körperliche Leistungsfähigkeit spielen soll (Elokda und Nielsen 2007). 
Eine Steigerung der körperlichen Leistungsfähigkeit kann in Muskelgeweben zu kurzen Ischämie-
phasen mit Reperfusion führen (Saotome et al. 2009). In Folge dessen kommt es zu einer verän-
derten antioxidativen Antwort (Muthusamy et al. 2012). Eine milde Erhöhung des oxidativen 
Stresses in Muskelgeweben wurde sowohl bei Veränderungen der körperlichen Leistungsfähigkeit 
als auch bei HCR detektiert (Bye et al. 2008, Hartwig et al. 2009, Van Raamsdonk und Hekimi 
2009, Tweedie et al. 2011). Im Skelettmuskelgewebe von HCR und LCR sind sowohl die SOD, 
als auch die Katalase in HCR aktiver (Tweedie et al. 2011). Weiterhin waren die Skelettmuskel-
zellen der HCR größerem oxidativem Stress ausgesetzt als die LCR. Die Unterschiede zu der hier 
vorliegenden Arbeit lassen sich durch die unterschiedlichen Gewebearten erklären. Im Herzmus-
kelgewebe führt ein Intervalltraining von zehn Wochen zu einer geringeren SOD- sowie Katala-
seaktivität von trainierten Tiere (Schaun et al. 2017). Die intrazelluläre Glutathion Konzentration 
war im Gegensatz dazu in den trainierten Tieren deutlich höher. Sechs wöchiges Schwimmtraining 
führt zu keiner Veränderung von SOD- Aktivität und -Expression, erhöht allerdings die Katalase-
aktivität (Pinho et al. 2012). Im Kontext der vorliegenden Ergebnisse betrachtet, führte ein Inter-
valltraining zu vergleichbaren Veränderungen der antioxidativen Enzyme wie eine gesteigerte 
intrinsische körperliche Leistungsfähigkeit.  
 
Die Drucküberlastung führte sowohl bei HCR als auch LCR zu gesteigerten Aktivitäten der anti-
oxidativen Enzyme. In einer Herzinsuffizienz kommt es zu einem vermehrten oxidativen Stress 
im Herzmuskelgewebe, wobei dieser mit der Dysfunktion des linken Ventrikels korreliert (Belch 
et al. 1991, Maack et al. 2003, Mollnau et al. 2005). Ratten, welchen medikamentös eine Herzin-
suffizienz induziert wurde, zeigten eine größere ROS Produktion sowie Lipidperoxidation im My-
okard (An et al. 2015). Stärkerer oxidativer Stress führt über die Veränderung der NF- κB und 
MAPK- Signalwege zu einer gesteigerten Expression der enzymatischen antioxidativen Enzyme 
(Ji et al. 2006, Choi et al. 2015). Durch Verbesserung der Herzleistung zeigte sich eine Senkung 
der SOD- und Katalaseaktivität (Matysiak et al. 2014, Schaun et al. 2017). Die Veränderungen der 
Antioxidantien durch eine Drucküberlastung lassen sich auf vermehrten oxidativen Stress, welcher 
im Rahmen einer Herzinsuffizienz sowie verminderter Herzleistung entsteht, zurückführen. 
 




In dieser Arbeit wurden Verfahren zur Detektion der Aktivitäten der Superoxid Dismutase, Kata-
lase und Glutathion Peroxidase etabliert. Die Messungen zeigten reproduzierbare Ergebnisse und 
lieferten mit anderen Arbeiten vergleichbare Werte. Tiere mit einer hohen intrinsischen körperli-
chen Leistungsfähigkeit (HCR) haben eine geringere SOD- und Katalaseaktivität als Tiere mit 
einer niedrigen intrinsischen körperlichen Leistungsfähigkeit (LCR). Die Aktivität der Glutathion 
Peroxidase ist dagegen in HCR höher als in LCR. Eine höhere intrinsische körperliche Leistungs-
fähigkeit hatte auf die antioxidativen Enzyme im Herzmuskelgewebe den gleichen Effekt wie ein 
aerobes Intervalltraining. Eine Herzinsuffizienz ist mit vermehrten oxidativen Stress assoziiert und 
führt zu einer gesteigerten Aktivität der antioxidativen Enzyme im Herzmuskelgewebe. Die Stei-
gerung der Enzymaktivitäten, in einer Herzinsuffizienz, wird nicht von der intrinsischen körperli-
chen Leistungsfähigkeit beeinflusst. 
Diese Ergebnisse liefern die Grundlage für weitere Überlegungen. Interessant wäre die Betrach-
tung der ROS Bildung sowie von ROS Schäden im Kontext der antioxidativen Enzymaktivität des 
Herzmuskelgewebes. Des Weiteren können die photometrischen Messverfahren genutzt werden, 
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10.3 Protokoll Glutathion Peroxidase 
 
1. Materialien, Geräte, Chemikalien und Lösungen 
1.1 Verbrauchsmaterial und Geräte 
- 1,5 ml Reaktionsgefäße 
- 15 ml Falcon Tubes 
- Handschuhe  
- Mörser und Spatel 
- Analysewaage/ Feinwaage 
- Vortexer 
- Homogenisator 
- Zentrifuge (auf 4°C kühlbar, mindestens 10000 x g erreichen) 
- Pipetten und Spitzen für verschiedene Volumina 
- Magnetrührer und Rührfisch 
- 96-Well Platte (Greiner bio-one,655101) 
- Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek) 
- 10ml, 50 ml und 100 ml Maßkolben 
- 50 ml und 100 ml Bechergläser  
- 3 x Aufbewahrungsflasche für Puffer (2x 50 ml, 1x 100 ml) 
1.2 Chemikalien 
Stoff Hersteller und Produktnummer 
KH2PO4 Ailied Signal 30407 
K2HPO4 MERCK A604404 
Tris- HCl Roth 9090.3 
EDTA Roth 8043.3 
Glutathion Reduktase Sigma Aldrich G3664 
Glutathion reduced Sigma G4251- 300 MG 
NADPH Sigma 93025-1G 
Cumene Hydroperoxide (80%) Sigma Aldrich 247502 
1 M KOH  
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1.3 Lösungen 
1.3.1 Lyse- Puffer 
 
Für 100 ml Lyse- Puffer Endkonzentration 
40 ml Aqua dest. vorlegen  
1,3609 g KH2PO4 einwiegen und zugeben 
 
0,1 M KH2PO4 
74,45 mg EDTA einwiegen und zugeben 
 
2 mM EDTA 
2 Protease Inhibitor Tabletten zur Stabilisierung zugeben  
pH- Wert mit 1 M KOH auf 7,4 einstellen  
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 50 ml auffüllen und in Flasche umfül-
len 
 
bei 4 °C für 3 Monate haltbar  
 
1.3.2 Tris- Puffer 
 
Für 100 ml Tris- Puffer Endkonzentration 
50 ml Aqua dest. vorlegen  
788 mg Tris- HCl einwiegen und zugeben 
 
50 mM Tris- HCL 
10 ml 10 mM EDTA in Aqua dest. geben 
 
0,1 mM EDTA 
pH- Wert mit 1 M KOH auf 7,6 einstellen  
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 100 ml auffüllen und in Flasche um-
füllen 
 
bei 4 °C für 2 Monate haltbar  
 
1.3.3 Cumene Hydroperoxide 
 
Für 10 ml Cumene Hydroperoxide Endkonzentration 
2216,4 µl Cumene- Hydroperoxide (80%) mit 7783,6 µl Aqua dest ver-
mischen 
               → Vor jedem Versuch neu herstellen 
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1.3.4 Assay- Puffer 
 
Für 30 ml Assay- Puffer Endkonzentration 
10 ml Tris- Puffer vorlegen  
4,72 mg NADPH einwiegen und zugeben 
 
0,2 mM NADPH 
82,976 mg GSH einwiegen und zugeben 
 
9 mM GSH 
882,354 µl Glutathion Reduktase (GR) zugeben 
 
7,5 U/ml GR 








- Herz in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Mörser zerkleinern und in ein geeignetes 
Lagergefäß mit Hilfe eines gekühlten Spatels überführen 
- Aufbewahrung des gemörserten Herzens bei -80°C, Transport und Einwaage nur in flüs-
sigem Stickstoff 
- Herstellung des Proben- Homogenates 
o 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Analysewaage stellen -> Tara 
o Spatel in flüssigem N2 kühlen 
o Herzpulver aus flüssigem N2 nehmen, runterklopfen und mit N2 gekühltem Spatel 
50 mg Herzpulver in Reaktionsgefäß überführen  
o Herzpulver sofort zurück in flüssigem N2 
o  gekühlten Lyse- Puffer auf das Herzpulver geben (1 mg Gewebe/10 µl Lyse- 
Puffer) 
o kurz schütteln oder mischen auf Vortexer, danach auf Eis aufbewahren 
o mittels Homogenisator bei 750 rpm für 30 sec. homogenisieren (währenddessen 
auf Eis lagern um zu starke Wärmeentwicklung zu vermeiden) 
- Zentrifuge auf 4°C kühlen und für 15 Minuten bei 10000 x g zentrifugieren 
- Überstand abnehmen und in ein neues, beschriftetes Reaktionsgefäß überführen, Pellet 
verwerfen 
- Wenn Assay nicht am gleichen Tag durchgeführt wird bei -20°C lagern  
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3 Vorbereitung 
- Cumene Hydroperoxide und Assay Puffer vorbereiten 
- Proben auftauen und auf Eis lagern 
 
4 Assay durchführen 
- Microplate- Reader vorbereiten 
o Gerät und PC einschalten 
o Programm Gen 5 öffnen -> Experiment -> GPx Assay 
▪ Protocol 
• Procedure:  
▪ „Temperature Setpoint: 37°C“ 
▪ „plate in“ 
▪ „start kinetic [Run 00:10:00, Intervall 0:02:00] 
• „read 340“ 
▪ „end kinetic“ 
▪ „plate out, Add 10 µl Cumene“ 
▪ „start kinetic [Run 00:03:00, Intervall 0:00:15] 
• „read: 340“ [1] 
▪ „end kinetic“ 
▪ „read: 412“ [2] 
▪  „plate out“ 
• Plate Layout: Blank und Proben festlegen 
 
- Wells pipettieren 
o Assay wird in Doppelbestimmung durchgeführt 
o in Proben- Wells 15 µl der unverdünnten Probe pipettieren 
o 200 µl des Assay Puffer in die Proben- Wells geben 
o in Blank Wells 225 µl Assay- Puffer pipettieren 
- 96- Well Platte direkt in Microplate Reader stelle 
[1] Doppelklick auf den Read Schritt → aufgrund der kinetischen Messung kann im Intervall nicht 
gesamte Platte gemessen werden → im Fenster rechts oben auf Kästchen klicken und pipettierte 
Wells als zu messende festlegen 
[2] Doppelklick auf Read Schritt → Haken im Feld „Pathlength correction“ [Test: 977, Reference: 
900, Absorbance: 0,18] 
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- „Read Plate“ drücken  
- Inkubation im Reader bei 37 °C für 10 Minuten 
- Wenn nach 10 Minuten das Dialogfeld erscheint in alle (außer Blank!) so schnell wie 
möglich 10 µl Cumene Hydroperoxide pipettieren um die Reaktion einzuleiten 
- In jedem Well müssen 225 µl sein 
- Es wird für 3 Minuten gemessen 
 
5 Auswertung 
- schauen ob unter „Curves“ alle Kurven exponentiell fallen 
- „Blank 340 nm“ nach 0 sec., „Blank 340 nm“ nach 3 Minuten, „Pathlength“ in Excel 
übertragen 






▪ T = Zeit in sec 
▪ ɛ = 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑒𝑟 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠 −




▪ ∆𝐸 = 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑎𝑏𝑛𝑎ℎ𝑚𝑒 ü𝑏𝑒𝑟 3 𝑀𝑖𝑛𝑢𝑡𝑒𝑛 
▪ 𝑑 = 𝑆𝑐ℎ𝑖𝑐ℎ𝑡𝑑𝑖𝑐𝑘𝑒 𝑖𝑛 𝑐𝑚 
▪ V= Gesamtvolumen in l (0,000225) 
 
- Zum Ende noch Proteinmenge mittels folgender Formel einberechnen (vorher Brad-















𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑖𝑛 𝑈 =
(∆𝐸 ∗ 𝑉)
𝑡 ∗ ɛ ∗ 𝑑
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10.4 Protokoll Superoxid Dismutase 
 
1. Materialien, Geräte, Chemikalien und Lösungen 
1.1 Verbrauchsmaterial und Geräte 
- 1,5 ml Reaktionsgefäße 
- Handschuhe  
- Mörser und Spatel 
- Analysewaage/ Feinwaage 
- Vortexer 
- Homogenisator 
- Zentrifuge (auf 4°C kühlbar, mindestens 3000x g erreichen) 
- Pipetten und Spitzen für verschiedene Volumina 
- Magnetrührer und Rührfisch 
- 96-Well Platte (Greiner bio-one,655101) 
- Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek) 
- 50 ml Maßkolben 
- 50, 250 ml Bechergläser  
- 3 x Aufbewahrungsflasche für Puffer (50, 250 ml Puffer) 
 
1.2 Chemikalien 
Stoff Hersteller und Produktnummer 
Aqua dest.  
Pyrogallol Sigma P0381- 25 G 
Tris- HCl  Roth 9090.3 
1 M KOH  
37 % HCl.  
KCN Sigma 31252- 100 G 
KH2PO4 Allied Signal 30407 
K2HPO4 MERCK A604404 
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1.3 Lösungen 
1.3.1 Lyse- Puffer 
 
Für 100 ml Lyse- Puffer Endkonzentration 
40 ml Aqua dest. vorlegen  
1,3609 g KH2PO4 einwiegen und zugeben 
 
0,1 M KH2PO4 
74,45 mg EDTA einwiegen und zugeben 
 
2 mM EDTA 
2 Protease Inhibitor Tabletten zur Stabilisierung zugeben  
pH- Wert mit 1 M KOH auf 7,4 einstellen  
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 50 ml auffüllen und in Flasche umfül-
len 
 
bei 4 °C für 3 Monate haltbar  
 
1.3.2 Tris- Puffer 
 
Für 250 ml Tris- Puffer Endkonzentration 
100 ml Aqua dest. vorlegen  
1,97 g Tris- HCl einwiegen und zugeben 
 
50 mM Tris- HCL 
pH- Wert mit 1 M KOH auf 8,5 einstellen  
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 250 ml auffüllen und in Flasche um-
füllen 
 




Für 50 ml Pyrogallol Endkonzentration 
25 ml Aqua dest. vorlegen  
41,5 µl 37% HCL zugeben 
 
10 mM HCL 
50,44 mg Pyrogallol einwiegen und zugeben 
 
8 mM Pyrogallol 
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 50 ml auffüllen und in Flasche um-
füllen 
 
bei 4 °C für 1 Woche haltbar  
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1.3.4 KCN- Stock 
 
Für 10 ml KCN- Stock Endkonzentration 
5 ml Aqua dest. vorlegen  
130,24 mg KCN einwiegen und zugeben 
 
0,2 M KCN 
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 10 ml auffüllen und in Flasche um-
füllen 
 
bei 4 °C lagern  
 
1.3.5 KCN- Inhibitor 
- 100 µl des 0,2 M Stock in 9,9 ml Aqua dest. geben um 2 mM KCN- Inhibitor herzustel-
len 
- Immer frisch ansetzten vor Messung 
 
2. Probenvorbereitung 
- Herz in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Mörser zerkleinern und in ein geeignetes 
Lagergefäß mit Hilfe eines gekühlten Spatels überführen 
- Aufbewahrung des gemörserten Herzens bei -80°C, Transport und Einwaage nur in flüs-
sigem Stickstoff 
- Herstellung des Proben- Homogenates 
o 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Analysewaage stellen -> Tara 
o Spatel in flüssigem N2 kühlen 
o Herzpulver aus flüssigem N2 nehmen, runterklopfen und mit N2 gekühltem Spatel 
50 mg Herzpulver in Reaktionsgefäß überführen  
o Herzpulver sofort zurück in flüssigem N2 
o gekühlten Lyse- Puffer auf das Herzpulver geben (1 mg Gewebe/10 µl Lyse- Puf-
fer) 
o kurz schütteln oder mischen auf Vortexer, danach auf Eis aufbewahren 
o mittels Homogenisator bei 750 rpm für 30 sec. homogenisieren (währenddessen 
auf Eis lagern um zu starke Wärmeentwicklung zu vermeiden) 
- Zentrifuge auf 4°C kühlen und für 5 Minuten bei 5616 rpm (=3000 x g) zentrifugieren 
- Überstand abnehmen und in ein neues, beschriftetes Reaktionsgefäß überführen, Pellet 
verwerfen 
- Wenn Assay nicht am gleichen Tag durchgeführt wird bei -20°C lagern  
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3. Vorbereitung 
- Pyrogallol und KCN- Inhibitor vorbereiten 
- Proben auftauen und auf Eis lagern  
 
4. Assay durchführen 
- Microplate- Reader vorbereiten 
o Gerät und PC einschalten 
o Programm Gen 5 öffnen -> Experiment -> SOD Assay Pyrogallol 
▪ Protocol 
• Procedure:  
▪ „Temperature Setpoint: 25°C“ 
▪ „plate in“ 
▪ „start kinetic [Run 00:02:00, Intervall 0:00:15] 
• „read: 420“ [1] 
▪ „end kinetic“ 
▪ „plate out“ 
• Plate Layout: Blank und Proben festlegen 
 
- Wells pipettieren (ohne Inhibitor) 
o Assay wird in Doppelbestimmung durchgeführt 
o 10 µl unverdünnte Probe in Proben- Wells, 10 µl Aqua dest. in 100%- Well pipet-
tieren  
o 280 µl Tris- Puffer in alle zu messenden Wells geben 
o 300 µl Tris- Puffer als Blank pipettieren  
o 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren  
o in alle Wells so schnell wie möglich 10 µl Pyrogallol pipettieren um die Reaktion 
einzuleiten 
o in jedem Well müssen 300 µl sein  
- 96- Well Platte direkt in Microplate Reader stellen 
- „Read Plate“ drücken 
- Es wird für 2 Minuten gemessen 
 
[1] Doppelklick auf den Read Schritt → aufgrund der kinetischen Messung kann im Intervall nicht 
gesamte Platte gemessen werden → im Fenster rechts oben auf Kästchen klicken und pipettierte 
Wells als zu messende festlegen 
10. Anhang  52 
 
- Wells pipettieren (mit Inhibitor) 
o Assay wird in Doppelbestimmung durchgeführt 
o 10 µl unverdünnte Probe+ 10 µl KCN- Inhibitor in Proben- Wells und 10 µl Aqua 
dest.+ 10 µl KCN- Inhibitor in 100%- Well pipettieren  
o 270 µl Tris- Puffer in alle zu messenden Wells geben 
o 300 µl Tris- Puffer als Blank pipettieren 
o 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren  
o in alle Wells so schnell wie möglich 10 µl Pyrogallol pipettieren um die Reaktion 
einzuleiten 
o in jedem Well müssen 300 µl sein  
- 96- Well Platte direkt in Microplate Reader stellen 
- „Read Plate“ drücken 
- Es wird für 2 Minuten gemessen 
 
5. Auswertung 
- schauen ob unter „Curves“ alle Kurven ansteigen 
- „Blank 420 nm“ nach 0 sec., „Blank 420 nm“ nach 2 Minuten in Excel übertragen 












▪ ∆𝐼100% = Extinktionszunahme des 100%- Wells über 2 Minuten 
▪ ∆𝐼𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 = Extinktionszunahme der Probe über 2 Minuten  
▪ Vgesamt = Gesamtvolumen (0,3 ml) 
▪ vProbe = Probenvolumen (mit Inhibitor = 0,02 ml; ohne Inhibitor = 0,01 
ml) 
- Proteinmenge mittels Bradford- Proteinbestimmung erfassen, um Aktivität in U/ mg Pro-






10. Anhang  53 
 
10.5 Protokoll Katalase 
 
1. Materialien, Geräte, Chemikalien und Lösungen 
1.1 Verbrauchsmaterial und Geräte 
- 1,5 ml Reaktionsgefäße 
- 15 ml Falcon Tubes 
- Handschuhe  
- Mörser und Spatel 
- Analysewaage/ Feinwaage 
- Vortexer 
- Homogenisator 
- Zentrifuge (auf 4°C kühlbar, mindestens 3000x g erreichen) 
- Pipetten und Spitzen für verschiedene Volumina 
- Magnetrührer und Rührfisch 
- 96-Well Platte (Greiner bio-one,655801) UV- Platten! 
- Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (Biotek) 
- 100 ml Maßkolben 
- 100 ml Bechergläser  




Stoff Hersteller und Produktnummer 
KH2PO4 Allied Signal 30407 
K2HPO4 MERCK A604404 
30 % H2O2 Roth CP26.1 
Catalase preparation Aspergillus niger Sigma C16K3789 
Aqua dest.  
EDTA Roth 8043.3 
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1.3 Lösungen 
1.3.1 Lyse- Puffer 
 
Für 100 ml Lyse- Puffer Endkonzentration 
40 ml Aqua dest. vorlegen  
1,3609 g KH2PO4 einwiegen und zugeben 
 
0,1 M KH2PO4 
74,45 mg EDTA einwiegen und zugeben 
 
2 mM EDTA 
2 Protease Inhibitor Tabletten zur Stabilisierung zugeben  
pH- Wert mit 1 M KOH auf 7,4 einstellen  
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 50 ml auffüllen und in Flasche umfül-
len 
 
bei 4 °C für 3 Monate haltbar  
 
1.3.2 Phosphat- Puffer 
 
Für ca. 50 ml Phosphat- Puffer Endkonzentration 
1. 10 ml KH2PO4 herstellen (I)  
5 ml Aqua dest. vorlegen 
 
 
1,361 g KH2PO4 einwiegen und zugeben 
 
1 M KH2PO4 
 
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 10 ml auffüllen  
2. 50 ml K2HPO4 herstellen (II)  
20 ml Aqua dest. vorlegen   
8,71 g K2HPO4 einwiegen und zugeben 
 
1 M K2HPO4 
mit Aqua dest. im Maßkolben auf 50 ml auffüllen  
3. So lange Lösung I zu II geben, bis pH- Wert bei 7,8 liegt, Rest 
von Lösung I verwerfen // in Flasche umfüllen und beschriften, 
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1.3.3 H2O2 
- in Falcon Tube 10 ml Phosphat- Puffer vorlegen 
- 30 µl von 30% H2O2 zugeben 
 
1.3.4 Positiv Kontrolle 
- Aspergillus niger Katalase verwenden (4550 U/mg bei 35,8 mg/ml) 
- 10 µl in 990 µl Phosphat- Puffer geben (1628,9 U/ml) 
- von 1628,9 U/ml Stock 245,56 µl in 754,44 µl Phosphat- Puffer geben um 400 U/ml posi-
tiv Kontrolle zu erhalten // wird bei 4 °C im Kühlschrank gelagert 
- vor Gebrauch auf Eis lagern 
- wenn Messung abgeschlossen positiv Kontrolle bei 4 °C lagern  
 
2. Probenvorbereitung 
- Herz in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Mörser zerkleinern und in ein geeignetes 
Lagergefäß mit Hilfe eines gekühlten Spatels überführen 
- Aufbewahrung des gemörserten Herzens bei -80°C, Transport und Einwaage nur in flüs-
sigem Stickstoff 
- Herstellung des Proben- Homogenates 
o 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Analysewaage stellen -> Tara 
o Spatel in flüssigem N2 kühlen 
o Herzpulver aus flüssigem N2 nehmen, runterklopfen und mit N2 gekühltem Spatel 
50 mg Herzpulver in Reaktionsgefäß überführen  
o Herzpulver sofort zurück in flüssigem N2 
o gekühlten Lyse- Puffer auf das Herzpulver geben (1 mg Gewebe/10 µl Lyse- Puf-
fer) 
o kurz schütteln oder mischen auf Vortexer, danach auf Eis aufbewahren 
o mittels Homogenisator bei 750 rpm für 30 sec. homogenisieren (währenddessen 
auf Eis lagern um zu starke Wärmeentwicklung zu vermeiden) 
- Zentrifuge auf 4°C kühlen und für 5 Minuten bei 5616 rpm (=3000 x g) zentrifugieren 
- Überstand abnehmen und in ein neues, beschriftetes Reaktionsgefäß überführen, Pellet 
verwerfen 
- Wenn Assay nicht am gleichen Tag durchgeführt wird bei -20°C lagern  
 
3. Vorbereitung 
- Proben auftauen und auf Eis lagern 
- H2O2 sowie positiv Kontrolle vorbereiten  
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4. Assay durchführen 
- Microplate- Reader vorbereiten 
o Gerät und PC einschalten 
o Programm Gen 5 öffnen -> Experiment -> Katalase Assay 
▪ Protocol 
• Procedure:  
▪ „plate in“ 
▪ „start kinetic [Run 00:02:00, Intervall 0:00:15] 
• „read: 240“ [1] 
▪ „end kinetic“ 
▪ „read: 412“ [2] 
▪  „plate out“ 
• Plate Layout: Blank, positiv Kontrolle und Proben festlegen 
 
- Wells pipettieren 
o UV- Platte verwenden!!!! 
o Assay wird in Doppelbestimmung durchgeführt 
o 5 µl unverdünnte Probe in Proben- Wells und positiv Kontroll- Wells pipettieren  
o 45 µl Phosphat- Puffer in alle zu messenden Wells geben 
o in Blank Wells 150 µl Phosphat- Puffer pipettieren 
o in alle (außer Blank!) so schnell wie möglich 100 µl des H2O2 pipettieren um die 
Reaktion einzuleiten 
o in jedem Well müssen 150 µl sein  
- 96- Well Platte direkt in Microplate Reader stellen (Reaktion wird im Reader inkubiert) 
- „Read Plate“ drücken 




[1] Doppelklick auf den Read Schritt → aufgrund der kinetischen Messung kann im Intervall nicht 
gesamte Platte gemessen werden → im Fenster rechts oben auf Kästchen klicken und pipettierte 
Wells als zu messende festlegen 
[2] Doppelklick auf Read Schritt → Haken im Feld „Pathlength correction“ [Test: 977, Reference: 
900, Absorbance: 0,18] 
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5. Auswertung 
- schauen ob unter „Curves“ alle Kurven exponentiell fallen 
- „Blank 240 nm“ nach 0 sec., „Blank 240 nm“ nach 2 Minuten, „Pathlength“ in Excel 
übertragen 







▪ T = Zeit in sec 
▪ ɛ = 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟𝑒𝑟 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠 −




▪ ∆𝐸 = 𝐸𝑥𝑡𝑖𝑛𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑎𝑏𝑛𝑎ℎ𝑚𝑒 ü𝑏𝑒𝑟 2 𝑀𝑖𝑛𝑢𝑡𝑒𝑛 
▪ 𝑑 = 𝑆𝑐ℎ𝑖𝑐ℎ𝑡𝑑𝑖𝑐𝑘𝑒 𝑖𝑛 𝑐𝑚 
▪ V= Gesamtvolumen in l (0,00015) 
- Zum Ende noch Proteinmenge mittels folgender Formel einberechnen (vorher Brad-






















𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑖𝑛 𝐾𝑎𝑡𝑎𝑙 =
(∆𝐸 ∗ 𝑉)
𝑡 ∗ ɛ ∗ 𝑑
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